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Aktivatoren des molekularen Chaperons Hsp90 erleichtern
geschwindigkeitsbestimmende Konformationsinderungen™*
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Oliver R. Lorenz, Michael Sattler, Klaus Richter* und Johannes Buchner*

Abstract: Der Reaktionszyklus des molekularen Chaperons
Hsp90 ist durch ATP-getriebene Konformationsinderungen
charakterisiert, die der ATP-Hydrolyse vorgeschaltet sind. Es
gibt bereits niedermolekulare Inhibitoren von Hsp90, die mit
der ATP-Bindung konkurrieren. Wir fragten uns, ob Verbin-
dungen existieren, die den konformationellen Zyklus be-
schleunigen konnen. In einem FRET-basierten Screen, der
Konformationsinderungen in Hsp90 detektiert, identifizierten
wir zwei Verbindungen und analysierten ihre Wirkungsweise.
Wir konnen zeigen, dass die intrinsische Inhibition von Hsp90,
welche konformationelle Umlagerungen verhindert, durch
diese Substanzen iiberwunden wird. Diese Wirkungsweise
dhnelt der des Cochaperons Ahal von Hsp90, das die ATPase-
Aktivitit beschleunigt. Wihrend beide Verbindungen Kon-
formationsinderungen beeinflussen, so steuern sie jeweils
verschiedene Aspekte der Strukturiiberginge. Zudem unter-
scheiden sich ihre durch NMR-Spektroskopie bestimmten
Bindestellen. Unsere Studie zeigt, dass kleine Molekiile in der
Lage sind, spezifische geschwindigkeitsbestimmende Uber-
gange in Hsp90 in dhnlicher Weise zu beschleunigen wie dies
durch Protein-Cofaktoren geschieht.

I n Eukaryonten reguliert das Chaperon Hsp90 die Aktivitét
von Hunderten von Substratproteinen wie Kinasen, Tran-
skriptionsfaktoren und Steroidhormonrezeptoren.'! Viele
von ihnen sind fiir das Schicksal der Zelle ausschlaggebend
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und an verschiedenen Krankheiten, von Krebs bis Neuro-
degeneration, beteiligt.*™

Hsp90 besteht aus zwei identischen Untereinheiten, die
sich jeweils aus einer N-terminalen ATP-bindenden Doméne
(NTD), einer an der Klientenbindung beteiligten Mittel-
domine (MD) und einer C-terminalen Dimerisierungsdo-
mine (CTD) zusammensetzen. GroBe Konformationsdnde-
rungen, die zu einer N-terminal geschlossenen Form fiihren,
sind fiir Hsp90 charakteristisch.l”! Diese Strukturdnderungen
sind geschwindigkeitsbegrenzend und durch Cochaperone
moduliert, die es erlauben, Hsp90 an spezifische Bediirfnisse
anzupassen.*! Dazu gehoren Inhibitoren der Hsp90-ATPase
wie Stil/Hop®'” und p23/Sball'!l sowie Aktivatoren wie
Ahal."

Wegen seiner wichtigen Funktionen ist Hsp90 ein aktu-
elles Zielmolekiil in der Krebstherapie.>'>!31 Mehrere spezi-
fische niedermolekulare Hsp90-Inhibitoren, die in kompeti-
tiver Weise an die ATP-Bindungstasche von Hsp90 binden,
wurden bereits identifiziert.'*"'”) Einige von ihnen, wie das
Geldanamycinderivat 17-AAG und Derivate von Purinen,
wie die Verbindung PU-H71, wurden in klinischen Studien
mit vielversprechenden Ergebnissen getestet.'*!®! Dariiber
hinaus wurde fiir das Antibiotikum Novobiocin eine Hsp90
inhibierende Wirkung gezeigt."”! Im Gegensatz zu Geldana-
mycin und Radicicol interagiert es mit der CTD von Hsp90.>
Zudem stimulieren die Verbindungen 4-Hydroxytamoxifen
und Tamoxifen die Hsp90-ATPase-Aktivitidt, ihre genaue
Wirkungsweise ist aber noch unklar.?!!

Alle Kklinisch relevanten Inhibitoren konkurrieren mit
ATP um die Bindung an Hsp90. Im Gegensatz dazu beein-
flussen die bekannten Cochaperone von Hsp90 den Reakti-
onszyklus auf eine allosterische Weise. So hemmt beispiels-
weise Stil/Hop Konformationsdnderungen durch Bindung an
die MD und die CTD,”? wihrend Ahal den Zyklus durch
Wechselwirkungen mit den M- und N-Doménen beschleu-
nigt.”?) Es ist sowohl fiir ein besseres Verstindnis von
Hsp90 als auch fiir die Entwicklung neuer Strategien zur
therapeutischen Intervention wichtig, Verbindungen zu
identifizieren, die Konformationsédnderungen iiber nicht
ATP-kompetitive Mechanismen beeinflussen. Dazu verfolg-
ten wir den SchlieBmechanismus von Hsp90 iiber FRET-
Messungen (resonanter Forster-Energietransfer)® und ver-
wendeten diesen Assay zum Screening einer Substanzbiblio-
thek, um neuartige Hsp90-Modulatoren zu identifizieren. Die
Konformationsédnderungen von Hsp90 konnen durch FRET
in einem Dimer sichtbar gemacht werden, in dem eine Un-
tereinheit mit einem Donor-Farbstoff und die andere mit
einem Akzeptor-Farbstoff (Abbildung 1 A) markiert ist. In
Gegenwart des nicht-hydrolysierbaren ATP-Analogons
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Durch Variation der Konzentration der Verbindun-

gen im ATPase-Assay konnten wir, basierend auf
der halb-maximalen Stimulierung, ihre apparente
Affinitét fiur Hsp90 bestimmen (Abbildung 1 C und
Tabelle 1). Fiir die Verbindungen Hsp90Mod-1,
Hsp90Mod-4,  Hsp90Mod-5  (Abbildung 1D),
Hsp90Mod-6, Msp90 Mod-7 und Hsp90Mod-8§,
konnten iiber die katalytische Aktivitat der Hsp90-

N ATPase-Aktivitét (k) Affinititen zwischen 4 und
58 um bestimmt werden. Fir Hsp90Mod-2 und
Hsp90Mod-3 wurde keine Séttigung erreicht, und
somit kann nur geschitzt werden, dass die Disso-
ziationskonstante oberhalb von 40 pm liegt. Fiir
Hsp90Mod-5 wurde ein ungewohnliches Verhalten
beobachtet: Bei Konzentrationen unter 25 um
wurde die Hsp90-ATPase stimuliert und bei hohe-
ren Konzentrationen inhibiert (Abbildung 1 C). Die
Affinitat fur Hsp90 scheint unter 10 pm zu liegen.
Der vielversprechendste Aktivator ist Hsp90Mod-4.
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Er stimuliert die ATPase-Aktivitdt um das 2.8-fache
und bindet Hsp90 mit einer apparenten Dissoziati-
onskonstante von 6 pm (Abbildung 1 C).

Wir entschieden uns, die Verbindungen
Hsp90Mod-4 und Hsp90Mod-5 weiter zu charakte-
risieren. Es zeigte sich, dass die Modulatoren nicht
die ATPase des molekularen Chaperons Hsp70/Ssal

Saom (8)

Abbildung 1. |dentifizierung neuer Hsp90-Modulatoren. A) Prinzip des FRET-ba-
sierten Assays. Die Bindung von AMP-PNP induziert die SchlieRreaktion des
Chaperons, wodurch sich der gelbe Donor-Farbstoff dem roten Akzeptor-Farbstoff
nahert. Dies fiihrt zu erhdhter FRET-Effizienz und damit zu einem Signalanstieg
im Fluoreszenzkanal des Akzeptors. B) Einfluss der identifizierten Substanzen auf
die Hsp90-ATPase-Aktivitit (k). C) Konzentrationsabhingiger Einfluss der identi-
fizierten Modulatoren Hsp90Mod-4 (rot) und Hsp90Mod-5 (blau) auf die Hsp90-

ATPase-Aktivitat. D) Die chemischen Strukturen der Hsp90-Modulatoren

Hsp90Mod-4 und Hsp90Mod-5. E und F) Einfluss des Modulators Hsp90Mod-5
auf die Konformation von Hsp90 in Abwesenheit (E) oder in Gegenwart (F) von
2 mM AMP-PNP. Die Konformation von Hsp90 wurde mit AUC und Fluoreszenz-
detektion anhand der fluoreszenzmarkierten Q385C ATTO488-yHsp90 analysiert.

Die Sedimentation wurde in Gegenwart von 0 um (schwarz), 5 pm (rot),
20 pum (grin) und 40 um (blau) Hsp90Mod-5 gemessen.

AMP-PNP wird eine Erhohung des FRET-Signals beobach-
tet, die der N-terminalen SchlieBreaktion entspricht.”! Mit
diesem Ansatz haben wir eine Bibliothek von etwa 10000
Verbindungen im 96-Well-Format analysiert. Die meisten der
untersuchten Substanzen beeinflussten das FRET-Signal
nicht. 84 Substanzen wurden als potentielle Modulatoren
identifiziert. Neben bekannten Derivaten von Radicicol, die
Konformationsinderungen hemmten (Abbildung S1A in den
Hintergrundinformationen), fanden wir auch verschiedene
Verbindungen, die zu einer deutlichen Beschleunigung der
SchlieBreaktion fiihrten. Da die Konformationsédnderungen
die geschwindigkeitsbestimmenden Schritte der Hsp90-
ATPase sind,>? bestimmten wir ihre Einfliisse auf die
ATPase-Aktivitdt. Wihrend die meisten der getesteten Sub-
stanzen die ATPase von Hsp90 nicht beeinflussten, hemmten
drei die ATPase-Aktivitdt, und fiinf von ihnen beschleunigten
sie um das Zwei- bis Fiinffache (Abbildung 1B; Tabelle 1).
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2 14 beeinflussen (Abbildung S1B), wohingegen sie
einen geringen FEinfluss auf das humane Hsp90
ausiiben (Abbildung S1C). Dies bedeutet, dass die
Verbindungen gezielt die Aktivitdt von Hsp90 be-
einflussen. Um die Auswirkungen auf die ATPase-
Aktivitdit mit dem Einfluss auf die Kinetik der
Konformationsédnderungen zu korrelieren, ermit-
telten wir die FRET-Kinetik in Gegenwart von
Hsp90Mod-4 und Hsp90Mod-5 (Abbildung S2A).
Mit dem Aktivator Hsp90Mod-4 ergab sich eine
Geschwindigkeitskonstante der Konformationsin-
derung von 0.33min~'. Dies ist etwa zweimal

schneller als in Abwesenheit des Modulators

Tabelle 1: Auswirkungen der Modulatoren auf die Affinitat fur ATP und
den ATP-Umsatz.”

Substanz Ko,app rel. ATPase-
ATP [pm] Aktivitit [9]
1% DMSO - 100
Hsp90Mod-1 4+0.8 0
Hsp90Mod-2 >50 246
Hsp90Mod-3 >40 500
Hsp90Mod-4 6£1.5 280
Hsp90Mod-5 ~10 17
Hsp90Mod-6 66 +4 8
Hsp90Mod-7 38+2 203
Hsp90Mod-8 58+4 158

[a] ATPase-Messungen wurden wie im Methodenteil beschrieben
durchgefiihrt. Der K, ,,, fur ATP wurde durch Messen des ATP-Umsatzes
bei verschiedenen ATP-Konzentrationen und nicht-lineare Kurvenan-
passung bestimmt. Die relative Aktivitdt wurde durch Messung der
ATPase-Aktivitit in Gegenwart von sittigenden Konzentrationen des
Modulators relativ zum Umsatz in Anwesenheit von 1% DMSO ermit-
telt.
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(0.18 min™'). Somit spiegelt die Beschleunigung der Kon-
formationsdnderungen den Einfluss auf die ATPase-Aktivitat
wider, was auf einen direkten Aktivierungsmechanismus
schlieBen ladsst. Bei niedrigen Konzentrationen fithrte der
Modulator Hsp90Mod-5 zu einer dreifachen Beschleunigung.
Bei hoheren Konzentrationen dagegen erfolgte keine
SchlieBreaktion mehr, in Ubereinstimmung mit der unter
diesen Konzentrationen beobachteten Hemmwirkung (Ab-
bildung S2A). Als nichstes bestimmten wir die Wirkung von
Modulatoren auf die Affinitit zwischen Hsp90 und ATP. In
Abwesenheit der Modulatoren wurde ein K,; von 0.32 mm
festgestellt. In Gegenwart von aktivierenden Konzentratio-
nen der Modulatoren Hsp90Mod-4 und Hsp90Mod-5 ergaben
sich K,;-Werte von 0.18 mm und 0.07 mm (Abbildung S2B).
Wichtig ist, dass die genannten Aktivatoren auch die maxi-
male ATP-Hydrolysegeschwindigkeit von Hsp90 erhohten,
was unter sittigenden ATP-Konzentrationen zu
einem mehr als zweifachen Anstieg des ATP-Um-
satzes fiihrte (siche Abbildung 1C). Somit stellen
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Anstieg im maximalen k-Wert (auf bis zu 20 min~") vergli-
chen mit der Wirkung von Ahal allein (16 min~"). Interes-
santerweise ist die Affinitdt von Hsp90 gegeniiber Ahal in
Gegenwart von Hsp90Mod-4 (im Vergleich von 1.7 um zu
0.6 um) und Hsp90Mod-5 (0.7 um) leicht erhoht. Basierend
auf den erhaltenen Ergebnissen beschleunigen Hsp90Mod-4
und Hsp90Mod-5 die Bildung des N-terminalen geschlosse-
nen Hsp90-Zustands. Alternativ konnen sie den geschlosse-
nen Zustand stabilisieren, nachdem er gebildet wurde. Um
zwischen diesen Szenarien zu unterscheiden, verwendeten wir
die Analyse der Interaktion von Hsp90 mit dem Cochaperon
p23, das ausschlieflich an das ,,geschlossene” Hsp90 bindet
und seine ATPase-Aktivitdt hemmt. Um die Wirkung auf die
p23-Wechselwirkung mit Hsp90 direkt zu messen, wurde die
Bindung von p23 an Hsp90 durch AUC (Abbildung S3B,
Abbildung 2 A,B) analysiert. Dabei konnte kein Einfluss von

diese Modulatoren eine neue Klasse von Hsp90-
bindenden Molekiilen dar, die die Hsp90-Aktivitit
iber allosterische Effekte modulieren.

Analytische Ultrazentrifugation (AUC) erlaubte
uns, die Wirkung der Modulatoren auf die Konfor-
mation des Hsp90-Dimers zu sondieren. In Abwe-
senheit von Nukleotiden sedimentiert Hsp90 mit
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einem s,,,-Wert von 5.4 S, der den offenen Zustand -0.5
reprasentiert. In Gegenwart von Hsp90Mod-5
wurde eine Konformationsinderung zu einem

kompakteren Zustand beobachtet, da der s, ,,-Wert
mit steigenden Konzentrationen der Verbindung
zunichst auf 5.7 S und weiter auf 5.9 S stieg (Ab-
bildung 1E). Wird die geschlossene Konformation
von Hsp90 in Gegenwart von AMP-PNP induziert,
so ist fiir Hsp90Mod-5 keine Wirkung mehr auf das
Sedimentationsverhalten =~ nachweisbar  (Abbil-

0.0+~

0.0

dung 1F). Dies steht im Einklang mit der Vorstel-
lung, dass die Substanz Konformationsidnderungen
beeinflusst, die vor dem geschlossenen Zustand
liegen. Bei hohen Konzentrationen von Hsp90Mod-
5 tauchte ein neuer Peak mit einem s,,,, von 10 S auf
(Abbildung S2C), der einem Hsp90-Tetramer ent-
spricht. Der Peak ist sowohl in Gegenwart als auch

40 80 120 160 0 40 80 120 160
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Abbildung 2. Einfluss von Modulatoren auf die Hsp90-Cochaperon-Interaktionen.
Wechselwirkung von Sbal mit Hefe Hsp90 A) in Gegenwart von 2 mm ATP und
B) in Gegenwart von ATPYS. Sbal/p23-Fluorescein (grau) in Gegenwart von
Hsp90 mit DMSO (schwarz), 80 um Hsp90Mod-4 (rot), 25 um Hsp90Mod-5
(cyan) und 80 pm Hsp90Mod-5 (blau). C) Test des konzentrationsabhangigen
Einflusses der Modulatoren Hsp90Mod-4 (rot) und Hsp90Mod-5 (blau) auf

in Abwesenheit des Nukleotids sichtbar. Im Ge-
gensatz zu Hsp90Mod-5 beobachteten wir nur einen
leichten Anstieg des Sedimentationskoeffizienten

A8-Hsp90 im ATPase-Assay. D) Der Einfluss des Modulators Hsp90Mod-4 wurde
auf Konstrukte mit unterschiedlichen Deletionslingen des Linkers zwischen der N-
und M-Dominen (AL 211-263 yHsp90, offene Kreise und AL 211-266, offene Drei-

nach Zugabe von Hsp90Mod-4 (Abbildung S2D),
was bedeutet, dass die beiden Verbindungen Hsp90
iiber unterschiedliche Mechanismen aktivieren. Die
Beschleunigung der Konformationsdnderung des Hsp90-
Zyklus durch niedermolekulare Verbindungen erinnert an die
Funktion des Cochaperons Ahal, das ebenfalls Konforma-
tionsdnderungen beschleunigt, die zu dem geschlossenen
Zustand von Hsp90 fiihren.*?! Im nichsten Schritt testeten
wir, ob ihre Wirkungsweisen Unterschiede aufzeigen. Zu
diesem Zweck fiihrten wir ATPase-Assays in Anwesenheit
des Aktivators Ahal und verschiedenen Konzentrationen der
Modulatoren durch (Abbildung S3A). Fiir Hsp90Mod-4 oder
Hsp90Mod-5 und Ahal beobachteten wir einen leichten
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© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

ecke) getestet.

Hsp90Mod-4 auf die Wechselwirkung zwischen p23 und
Hsp90 in Abwesenheit von Nukleotiden und in Gegenwart
von ATP (Abbildung S3B, Abbildung2A) beobachtet
werden. Das deutet darauf hin, dass der Aktivator die stabile
N-terminale Dimerisierung, die zur p23-Bindung benétigt
wird, nicht fordert. Ein #hnliches Muster wurde fiir
Hsp90Mod-5 (Abbildung S3B, Abbildung 2A) beobachtet.
Jedoch konnte in Gegenwart von 80 um Hsp90Mod-5 und
ATP eine Spezies detektiert werden, die mit 7 S sedimentiert,
was darauf hindeutet, dass p23 einen Komplex mit Hsp90

Angew. Chem. 2014, 126, 1245412459
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unter diesen Bedingungen bilden kann. Diese Ergebnisse
implizieren erneut, dass beide Verbindungen unterschiedlich
auf Hsp90 wirken. Es scheint, dass Hsp90Mod-4 vor allem auf
die Stadien vor dem vollstdndig geschlossenen Zustand wirkt,
wihrend Hsp90Mod-5 direkt den geschlossenen Zustand
beeinflusst. Um diese Analyse noch zu erweitern, fithrten wir
AUC-Experimente in Gegenwart von ATPyS durch, einem
ATP-Analogon, das von Hsp90 nur sehr langsam hydrolysiert
wird und so den geschlossenen Zustand populiert.”! In
Ubereinstimmung mit den bisherigen Ergebnissen konnten
wir keine erhohte Bindung von p23 in Gegenwart von
Hsp90Mod-4 feststellen. Jedoch forderte Hsp90Mod-5 die
Bildung der geschlossenen Konformation, die fiir p23-Bin-
dung kompetent ist (Abbildung 2B).

Um einen tieferen Einblick in den Wirkmechanismus der
Verbindungen zu erhalten, untersuchten wir Auswirkungen
auf eine Hsp90-Variante, die eine starke Tendenz zur N-ter-
minalen Dimerisierung aufweist (A8Hsp90).?"l Uberra-
schenderweise war keine Beschleunigung dieser Hsp90-Va-
riante durch die Verbindungen nachweisbar (Abbildung 2 C).
Dies legt nahe, dass die Modulatoren vorzugsweise Kon-
formationsdnderungen vor der Hydrolyse beeinflussen,
jedoch ineffizient sind, wenn dieser Teil des Reaktionszyklus
nicht geschwindigkeitsbestimmend ist.

Um eine mogliche Beteiligung der C-terminalen Hsp90-
Doméne an dieser Wechselwirkung zu testen, haben wir ein
Hsp90-Konstrukt verwendet, dem diese Doméne (ACHsp90)
fehlt, welches aber durch kovalente Cystein-Briicken dime-
risiert ist.”s! Hsp90Mod-4 beschleunigt die ATPase dieser
Mutante etwa zweifach mit einem beobachtbaren K, von
9 um (Abbildung S4A). Dieser Wert ist vergleichbar mit dem
des Volllingenproteins, und somit ein starkes Argument fiir
eine Bindestelle fiir Hsp90Mod-4 in der N- oder M-Doméne.

Hsp90Mod-5 konnte ebenfalls eine Stimulierung der
ATPase von ACHsp90 bewirken (Abbildung S4A). Jedoch
waren in diesem Fall hohere Konzentrationen der Verbin-
dung notig. Es ist daher moglich, dass die C-Doméne an der
Bindung dieser Substanz teilweise beteiligt ist.

Weiterhin testeten wir zwei Hsp90-Varianten, in denen
der lange Linker, der die N-und M-Dominen verbindet, de-
letiert wurde. ALHsp90-211-263 zeigt eine Affinitdt fiir
Hsp90Mod-4, die etwa vergleichbar mit der des Volllingen-
proteins ist (Abbildung 2D). Der k., war im Vergleich zum
Wildtyp-Protein etwas reduziert, entsprechend fritherer Stu-
dien zu dieser Hsp90-Variante.”” Eine etwas umfangreichere
Deletion ALHsp90-211-266 konnte von dem Aktivator nicht
beeinflusst werden, moglicherweise aufgrund der generellen
Einschriankung der erforderlichen Konformationsénderungen
bei dieser Mutante.”” Hsp90Mod-5 stimuliert ebenfalls
ALHsp90-211-263, aber vermag dies nicht bei ALHsp90-211-
266 (Abbildung S4B), da die Konformationsinderungen
wihrend der ATPase-Reaktion eingeschriankt sind.

Um die Bindestelle zu identifizieren, wurden mittels
NMR-Spektroskopie Titrationen der Inhibitoren zu Hsp90
durchgefiihrt. Die Titration von Hsp90Mod-5 konnte auf-
grund der schlechten Loslichkeit der Substanz und einer er-
hohten Aggregatbildungstendenz nicht durchgefiihrt werden,
sodass wir uns auf Hsp90Mod-4 und seine Interaktion mit der
Hsp90-NTD und der Hsp90-MD konzentrierten. Signifikante

Angew. Chem. 2014, 126, 12454 —12459
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Abbildung 3. NMR-Analyse der Hsp90Mod-4/Hsp90-Interaktion.

'H,"”” N-HSQC-NMR-Spektren der NTD, A) frei (schwarz) und in Anwe-
senheit von HspMod-4 (rot). Betroffene Aminoséurereste sind mar-
kiert, schwarze Kisten zeigen an, dass chemische Reste nicht verflig-
bar waren. Unterschiede in den Signalintensitiaten des freien Proteins
und in Gegenwart von HspMod-4 sind fiir die NTD (B) gezeigt.

D) Volllangen Hsp90-Dimer: Riickstinde mit signifikanten Intensitits-
anderungen sind als rote Kugeln auf der Struktur der Hsp90-NTD
(hellgrau) und der Hsp90-MD (dunkelgrau) (2CG9 PDB) (C) gezeigt.
Die bekannte Bindungsstelle des Cochaperons Aha1®%! wird durch
blaue Kugeln dargestellt.

Anderungen der Signalintensititen wurden in 'H,"’N-Korre-
lationsspektren der NTD bei Zugabe von Hsp90Mod-4 be-
obachtet (Abbildung 3 A). Die betroffenen Reste gruppieren
sich in drei Bereichen der Primirsequenz (Aminosduren 32—
41, 89-94 und 121-134) (Abbildung 3B). Im Gegensatz dazu
zeigte die Titration der MD mit Hsp90Mod-4 keine Verén-
derungen der chemischen Verschiebung oder Peakintensitét
(Abbildung SSA und B). Die Abbildung der spektralen An-
derungen auf die Struktur von Hsp90 (Abbildung 3 C und D)
zeigt, dass Hsp90Mod-4 vor allem die Nukleotid-Bindungs-
stelle und die Schnittstelle zwischen NTD und MD beein-
flusst. Dies legt nahe, dass Hsp90Mod-4 in der Ndhe der Helix
a2 bindet und dann Konformationsédnderungen in der ATP-
Bindungsstelle induziert. Interessanterweise sind die durch
die Bindung von Hsp90Mod-4 betroffenen Aminosédurereste
von der Bindungsstelle des Cochaperons Ahal™! vollig ver-
schieden (Abbildung 3 C und D). Dies stiitzt die Beobachtung
einer synergistischen Aktivierung durch Hsp90Mod-4 und
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Zuschriften

Ahal (Abbildung S3A). Um zu priifen, ob die in dieser Studie
identifizierten Modulatoren auch die Hsp90-Funktion in vivo
beeinflussen, verwendeten wir ein Modellsystem in der Bi-
ckerhefe (S. cerevisiae). Hier wurden die Auswirkungen auf
eines der stringentesten Klientenproteine von Hsp90, den
Glucocorticoid-Rezeptor (GR), untersucht. Seine Aktivitit
als Transkriptionsfaktor kann durch einen B-Galactosidase-
Reporter-basierten Test bestimmt werden. Hefezellen, die
mit den jeweiligen Plasmiden transformiert waren, wurden in
Gegenwart von Modulatoren angezogen, und die $-Galacto-
sidase-Aktivititen wurden anschlieBend bestimmt (Abbil-
dung 4 A). Beide Substanzen, Hsp90Mod-4 und Hsp90Mod-5,

modulierenden Verbindungen (Abbildung4C) nur leicht
erhoht. Somit steigern beide Modulatoren die Affinitdt von
yHsp90 fiir das GR Substratprotein und reduzieren gleich-
zeitig die erfolgreiche Klienten-Prozessierung in vivo.

In unserem FRET-basierten Assay haben wir somit nie-
dermolekulare Verbindungen identifiziert, die sowohl Kon-
formationsénderungen als auch den ATP-Umsatz von Hsp90
beeinflussen. Hsp90Mod-4 und Hsp90Mod-5 binden Hsp90
mit hinreichender Affinitdt und aktivieren die ATPase. Die
beiden hier untersuchten Modulatoren scheinen ihre Wir-
kung durch verwandte Mechanismen auszuiiben, auch wenn
Unterschiede bestehen. Hsp90Mod-5 ist in der Lage, die

Konformation von Hsp90 bereits in Abwesenheit von
Nukleotiden hin zu einer kompakteren Konformation zu

beeinflussen. So scheint eine Bindung der Modulatoren
an die offene Hsp90-Konformation zu erfolgen, wodurch
der geschlossene Zustand induziert wird. Dies dhnelt der
Wirkung des Cofaktors Ahal auf die Konformations-
dnderungen von Hsp90 wihrend des Chaperon-Zyklus,
obwohl die Bindungsstellen unterschiedlich sein diirften.

Die weiteren Einfliisse auf die p23-Bindung legen
ebenfalls nahe, dass die beiden Modulatoren nicht

identisch funktionieren. Wihrend Hsp90Mod-4 nur
Schritte vor der Bildung des N-terminal geschlossenen
Zustands zu steuern scheint, diirfte Hsp90Mod-5 auch
mit dem geschlossenen Zustand interagieren.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Bin-
destelle fiir Hsp90Mod-4, die mittels NMR bestimmt
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Abbildung 4. Einfluss von Modulatoren auf die Klientenprozessierung. A) Ein-

fluss von 10 pm Modulator auf die GR-Prozessierung in S. cerevisiae. B,

C) Die Interaktion von Hsp90 mit GR-LBDm* wurde durch AUC mit Fluores-
zenzdetektion analysiert, in Abwesenheit des Modulators (schwarz) und in
Gegenwart von 120 um Hsp90Mod-4 (rot) oder 25 pm Hsp90Mod-5 (blau).
B) Analyse der Interaktion von Hsp90 mit GR-LBDm* in Abwesenheit von

Nukleotiden und C) in Gegenwart von 2 mm ATP.

verringerten die GR-Aktivitédt in vivo. Radicicol zeigte stér-
kere Effekte, es muss aber in diesem Zusammenhang be-
riicksichtigt werden, dass dessen Affinitit fiir Hsp90 viel
hoher ist (19 nm) als die der hier préisentierten Modulato-
ren.'¥ Die fiir die Aktivatoren erzielten Ergebnisse zeigen,
dass die Beschleunigung des Hsp90-Chaperon-Zyklus in vivo
zu einer verminderten Substratprozessierung fithren kann
und somit eine neue Strategie fiir eine Hsp90-Intervention
bietet.

Um die komplexe Beziehung zwischen Hsp90, seinen
Substraten und unseren chemischen Modulatoren zu verste-
hen, untersuchten wir die Bildung von Komplexen zwischen
der GR-Ligandenbindedomine (GR-LBDm) und Hsp90
in vitro. Dazu fithrten wir AUC-Experimente mit der fluo-
reszenzmarkierten GR-LBDm (GR-LBDm*) durch. Die
Bindung von Hsp90 an dieses Protein ist in Abwesenheit von
ATP nur schwach, wird jedoch stirker bei ATP-Zugabe.™ In
Abwesenheit von ATP erhoht Hsp90Mod-4 die Wechselwir-
kung von Hsp90 mit GR-LBDm* leicht, Hsp90Mod-5 jedoch
in einem sehr viel groBeren Ausmaf (Abbildung 4B). In
Gegenwart von ATP wurde die Bindung bei Zugabe der
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wurde. Da Hsp90Mod-4 an die Hsp90-NTD nahe der
NTD/MD-Schnittstelle bindet, ist es denkbar, dass es die
ATPase-Aktivitit durch Anderungen in der Konforma-
tion und/oder Dynamik moduliert. Es ist wichtig zu be-
achten, dass Hsp90 eine sehr langsame ATPase ist, die
ATP-Molekille im Minutenbereich hydrolysiert.*"¥
Die anfingliche Umlagerung der N-terminalen Helix
und die anschliefende Interaktion mit der gegeniiber-
liegenden N-terminalen Doméne im Hsp90-Dimer sind
die ersten kritischen Schritte.?® Wir erwarten, dass die
Modulatoren diese Umlagerungen, die bei der Hsp90-
ATPase verlangsamt erfolgen, erleichtern (Abbildung 5).P
Die Auswirkungen der Modulatoren auf die Hsp90-Variante,
der die ersten 8 Reste fehlen (A8Hsp90), stiitzt diese An-
nahme. In Ubereinstimmung mit unserer Hypothese kann sie
nicht weiter durch die Modulatoren beschleunigt werden, da
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bereits durch die
Mutation beschleunigt ist. Auch die verminderte Wirkung der
Modulatoren auf Mutanten, deren Fahigkeit zu Konforma-
tionsdnderungen durch einen verkiirzten Linker zwischen der
N-terminalen und der M-Domine beschrinkt ist, passt in
dieses Modell. Interessanterweise stort die Bindung der Mo-
dulatoren nicht die Bindung des Klientenproteins GR. In vi-
tro ist das Substrat in der Gegenwart der Modulatoren fester
gebunden. Dies steht im Einklang mit fritheren Ergebnissen,
die zeigen, dass GR am effizientesten an eine teilweise ge-
schlossenen Konformation von Hsp90 bindet.’” Unsere Er-
gebnisse zeigen, dass die starke Bindung eine negative Aus-
wirkung auf die Reifung und Aktivierung des GR in der Zelle
hat. So erscheint die Koordination der Umsetzung und die
Affinitét fiir Klientenproteine entscheidend fiir die Effizienz
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Abbildung 5. Schematische Darstellung der Modulation des konforma-
tionellen Zyklus. Die Konformationsanderungen von Hsp90 fiihren in
der Regel zur Prozessierung des Steroidhormon-Rezeptors, der gelb
dargestellt ist. Die langsamen Schritte sind die strukturellen Verinde-
rungen, die zu der geschlossenen Konformation fithren. Nach ATP-Hy-
drolyse wird das prozessierte Klientenprotein freigesetzt. In Gegenwart
von Aktivatoren sind die Konformationsidnderungen beschleunigt, was
zu starkerer Klientenbindung und einem schnelleren ATPase-Zyklus
fiihrt. In vivo bewirkt dies eine Beeintriachtigung der Klientenreifung,
die an der Freisetzung von nicht-gereiftem Rezeptor zusitzlich zu dem
gereiften Rezeptor (gelbes Sechseck) erkennbar wird.

des Hsp90-Systems. Eine Storung des Systems durch kiinst-
liche Hemmung oder durch Beschleunigung kann offen-
sichtlich diese Prozessierung stéren. Dies kann in Zukunft
moglicherweise fiir neuartige therapeutische Interventionen
verwendet werden kann.
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